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v.rf.hren zur sD^^ifi^chen Detekti^ n vnn Tumor.ellen niid ihren Vorstufen in 
r..harn,ntterhals.h.tH.h.n durch ci.r.„lf.ne Messunt^ von mindestens zwei 
verschiedenen inolek"laren Markern 



Stand der Technik 

Nach wie vor zahlen Krebserkrankungen zu den haufigsten Todesursachen weltueit. 
Es besteht ein klinischer Bedarf an der Friiherkennung und spezifischen Detektion 
von Krebs und Krebsvorstufen, urn die Entw-icklung zum Tumor durch fruhzeitige 
therapeutische Intervention zu verhindem. Aus diesem Grunde werden bereits seit 
den funfziger Jahren Vorsorgeprogramme fiir verschiedene Karzinome (besonders 
Cervix, Brust und Darm) angeboten, welche in zahlreichen LSndem zu sinkenden 
Mortalitatsraten gefiihrt haben. 

Die Vorsorgeuntersuchung beim Gebarmutterhalskrebs der Frau basiert im Wesent- 
lichen auf der morphologisch-zytologischen Untersuchung von Zellabstrichen des 
Gebarmutterhalses, dem sogenannten PAP Test. Dieser Test weist allerdings eine 
limitierte Sensitivitat (bis zu 40 % falsch negative Diagnosen, Duggan et ai, 1998, 
Eur J Gynaecol Oncol; 19:209-214; Bishop et al, 1996, Buss Pan Am Health Organ, 
30,378-86) auf. Des weiteren werden bis zu 10 % der Abstriche als ASCUS klassifi- 
ziJrt (atypical squamous cells of undetermined significance), d.h. eine klare Einord- 
nung in normal, niedrig- oder hochgradige Lasion bzw. Tumor ist nicht moglich. 
ErfahrungsgemaB befinden sich in dieser ASCUS Population aber bis zu 10 % wahre 
Lasionen, die somit auch ubersehen werden (Manos et al, 1999, JAMA 281, 1605- 
1610). Bei der Entdeckung abnormaler Zellen werden zusatzliche diagnostische Ver- 
fahren wie Kolposkopie oder erne Biopsieentnahme durchgeflihrt, anhand derer eine 
verbesserte Diagnose moglich ist und eine Therapieentscheidung, wie z.B. chirur- 
gische Entnahme der pathologischen Region oder Lasertherapie, getroffen werden 
kann. 
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,„ aen ,eu,c„ Jaluen wurden zahlre.che Gene idemifzien, die aufgmnd vo„ 
MuU,,o„e„ .u e,„er ver^denen Express.on ,^.er Pro,e,„c fflhxen u„d som,, e,„e 
R„„e bei dcr K,ebsen.s,ehung spielen^ Po,e„„eU k5nne„ die ko„espond,e^den 
P.o.ei„e als diagnostUche Marker sowoh, .m Se^ a,s auch auf zellul^er Ebene 
„achgew,e«„ werden.. Die PrCeine s.nd an phys.oiog.sc.en Regula.ionsprozessen 
in der Zelle. we z.B. der Wachstumskomrolie ,Prol,ferat,onsge„e, z,B, K.67 mem- 
5- oncogene und Tumorsuppressorgene. z.B. pl6, EGP-Rezep,or. her2/neu, m rn-2, 
Ap„p.ose (na«eher ZelUod, z.B. p53. i.,.2,, Reparatu. von DNA (rnsW) ^ 

.. ■ n , „i„ IPO beteiliat Zum Nachweis der Marker 
Zelladhfcion (E-Cadhenn, B-catemn, APC) betenigt. z, , ^ , 

e,gnen sich z.B. immunhisto- und immuncyochen,ische Detekticnsmeihcden nnt 
spTzifscben An,ik.n>em gegen diese Proline (v=^ Noorden .9«6^ — ■ 
cy,ochennsuy. Mode™ Me*od3 and AppUcaUons , T' edi.ion. Wngh.. Bns,oI, 26- 

53). 

Bei be—en foebs^en .s, darOber h,na„s das Auftreten von Viren s.^ifikan, 
^ der Krebs»«ehnng assoznen. V,ra,e DNA wird dnrcb HybKdiaierungsv.- 
fabren nacbgewiesen und dien, ebenfalls a,s d,agnos,iscber Marker. -B- bei™ N-b^ 
„eis humaner Papi.lomviren in Geb«rha.sabs»=hen (De— ,,s erbaUUcb 
von mehreren Anbietem. z.B. Digene, DAKO, BioGenex, ENZO). 

is. vielfach gezeigU dass ein einzelner Marker keine ausre.chend. SpeziM 
binsicbCich der Erkennung von krankbaft verMderten Zellen erreicb., da er zum Ted 
aueh in gesunden Zeiien vorbanden is.. Dies basier, auf der Taisache, dass Mark^ 
Prceine s.nd, die an pbysiologiseben Regu.a.ionsprozessen aucb in gesunden ZeUen 
be,ei.ig. s,nd. So is, z.B. HPV in nahezu alien Tumoren des Cervix, jedoch auch ,n 
..elen nonnalen Ce„,xep,.bel,en naebzuweisen. d.b. ein Tes, ^ Nachwers von 
HPV we,s, e,ne bohe Sensmvi.a, jedocb nur eine geringe Spezifi... auf (z3^C.^ck 
2000, :AMA, 2S3, lOS-109). Williams e, <199S. PNAS. 95. ,4932. 49 
bescbre-ben den DNA RepUkanonsmarker mcm.5. weleber 28 ge.es.e 
„au.ore des Cervrx (n=5S) de.ek.,en. aber 2 von 2S Normalabsmcben 
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faisch po..iv anr«. Sa„o aL (Pathology In..., .998, 48, 580-585) beschreiben, 
dass der Marker pl6 unspezrfsch 3 vorr 15 nonnalen Cervixbiopsien anfixbt 

der Cytologie/Palhologre ,s. es zu„ehn,end von Interesse n,ebrere Marker in «ner 
brologischcn Probe nacb^weisen. Zum ernen s.eM dan,,, nrehr ,nfor.a.,on znr Ver- 
fflgung, zum anderen kOnnen unspezifische F^bungen e.nzelner Marker als seiche 
eht erkann. werde. Traditionell werden zu die.™ Z.eck senelle Schn,«e e,ner 
vorhandenen Biopsie bzw. mehrfache Praparalionen =,n.r K6rperprobe (z.B. Gebar- 
„„„erha..absmch in Fixierflassigkei.) hcrges.el.. und m,. Jewells einem bes.,mn„en 
Marker ge«.. Dieses Verfataen ha. mehrere NacMeile: hoher Malenalverbrauch 
der n,e,s, lin,i.ier.en Pa.ie„.enprobe und von Frtereagenzien, hoher Zeirau^v^d 
und Kos.en sowie keine Maglichkei. der eindeudgen Co-Lokalisierung von zwe, 
Oder mehreren Markem in =,ner Zelle. Der simuLane Nach^-eis von zwe, Oder meh- 
,eren versch.edenen b,olog,sehen Markem auf einer biologischen Probe is. berens m 
der Li..ra.ur beschrreben (DAICO. PraCical Guide for tan,unoenzyn,a.,c Double 
S,ain.ng Me.hods; Gomez e, at. Eur. H,s.ochem., 1997. 4,, 255-259,. wird jedoch 
,u der RouUnediagnos.d. b,sher n.eh. angewende.. Terhavau.a .1 (Cy.opa,hoIogy. 
1994 5 282-293) verwenden eine Doppelfarbung von p53 und Ki67 auf Brops.en 
von Ce^ix-L^ionen und kannen beide Marker in Basal- und Parabasalzellen von 
HPV positiven und negariven LWonen z.T. in einer Zelle nachwe.sen. D,e 
heschriebene DoppelSrhung wurde auf Cervix-Biopsien duxchgefuhr. und ,s. mch. 
aberttagbar auf Geb«halsabsrtche. Ebenso is. die ZelbusanunenseUung e,nes 
Abstrichs. der kaun, Basal- und Parabasalzellen aufweis.. un.erschiedlich zu e,ner 
Biopsie. Nach unseren Erkenniniss^ .s. mi. der beschriebenen Markerkon,b,na„on 
auf Cerv,xabs.richen kein diagnos.,sch auswerrbares Ergebnis zu erzie.en. Daruber 
h,„aus benu,zen die Au.oren die gewonnene .nfo,ma.,on der Doppe.fSrbung ruch., 
um durch Kombinalion der Ergebnisse eine verbesserte Aussage uber das Auftre.en 
von Tumorzellen in dieser Probe .reffen. 

Rao al (.998, Cancer Epidemo.ogy. Bicmarkers and Evo.ufion, 7. 1027-1033) 
beschrcben eine MehrfachfSrbung von versehredenen ,umorassoziier,en Markem 
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(DNA-Gehalt, G-Aktin und p53) auf Nadelpunktionsmaterial (FNA, fine needle aspi- 
rates) der Brust. Sie interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend, dass durch die Ver- 
wendung mehrerer Marker eine hohere klinische Spezifitat erreicht wird, als die 
Betrachtung der einzelnen Marker und somit bei der Fniherkennung von Brustkrebs 
5 eine wichtige Rolle spielen konnen. Die von den Autoren angefuhrte Mehrfach- 
farbung ist auf Nadelpunktionsmaterial der Brust beschrankt. Es fehlt der Ansatz zur 
Nutzung der Farbeinformation im Hinblick auf eine automatisierte Detektion von 
Tumorbereichen. Daniber hinaus ist die beschriebene Farbemethodik nicht auf 
andere biologische Materialien (i.e. Biopsien, Gebarmutterhalsabstriche) auf Grund 
1 0 der unterschiedlichen Stoffeigenschaften zu ubertragen. 

Automatisierung: 

Eine weitere Verbesserung der momentanen klinischen Tumordiagnostik besteht 
15 sovvoh! in der xAatomatisierung der Probenpraparation und -farbung, als auch in der 
automatisierten Bildanalyse mit Diagnosestellung. Dies fuhrt neben einer zeitlichen 
und personellen Erspamis auch zu einer objektiveren und damit einheitlicheren Diag- 
nose. Die Anfarbung von biologischen Markem in Tumorzellen oder deren Vorlau- 
fem durch Fluoreszenz oder chromogene Farbstoffe ermoglicht eine Quantifizierung 
20 und somit automatisierte Auslesung der Signale. Es gibt bereits Systeme, die eine 
automatisierte Durchfuhrung von Farbeprotokollen erlauben, allerdings ohne auto- 
^ matisierte Diagnose durch Bildanalyse (LeNeel et al, 1998, Clin Chim Acta, 278, 

185-192). Am weitesten fortgeschritten ist die automatisierte Detektion von 
Tumorzellen und deren Vorlaufem mit Hilfe morphologischer Bildinformationen bei 
25 Cervix-Abstrichen (Sawaya et al 1999,Clinical Obstetrics and Gynecology, 42, 922- 
938; Stoler, 2000, Mod. Pathol., 13, 275-284). 

Boon et al (1995, Diagn. CytopathoL, 13, 423-428) nutzen neben der automatisier- 
ten morphologischen Detektion von abnormalen Zellen in Gebarmutterhalsabstrichen 
30 mit dem PAPNET System zusatzlich die immunhistochemische Anfarbung von pro- 
liferierenden Zellen mit Ki67-Antik6rpem. Der Gebrauch dieses einen molekularen 
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Markers ermoglicht jedoch keine eindeutige Unterscheidung zwischen gutartigen 
proliferierenden und kanzerogenen Zellen. 

In dem Patent von Boon et al. (US-5544650) ist beschrieben, dass eine Farbung mit 
einem immunhistochemischen Marker die automatische Detektion von proliferieren- 
den (kanzerogene und nicht-kanzerogene) Zellen in einer Probe erleichtert und in 
einem semi-automatischen Prozess der kontrollierende Pathologe/Cytologe entschei- 
det, ob as sich bei den gefarbten Zellen wirklich urn kanzerogene Zellen handelt. 

Das Patent US-6005256 von McGlynn und Akkapeddi beschreibt ausfuhrlich ein 
Gerat und ein Verfahren zur simultanen Detektion von mehreren fluoreszenzmar- 
kierten Markem in einer Korperprobe, auch zur Identifikation von Krebszellen, ohne 
aber auf eine konkrete Anwendung in der Krebsdiagnostik einzugehen bzw. entspre- 
chende Markerkombinationen mit erhohter Spezifitat zu benennen. 

Von Ampersand Medical Systems Group (www.ampersandmedical.com) ist bekannt, 
dass sie ein neues Screening System fur Cer%'ix-Abstriche (InPath) entwickeln, wel- 
ches neben einer eigenen Probenaufbereitung auch die Fluoreszenzdetektion von 
nicht genannten biologischen Markem beinhaltet. 

Aufgabe 

Der vorliegenden Erfindung beinhaltet Verfahren mit denen Karzinomzellen oder 
deren Vorstufen in praparierten Gcbarmutterhalsabstrichen friihzeitig und zuver- 
lassiger als bisher diagnostiziert werden konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspriichen erreicht. 
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Summarische Beschreibung / Losung 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkermtnissen der Anmelder, dass durch 
gleichzeitigen Nachweis von mindestens zwei molekularen Markem, namlich krank- 
5 heits-assoziierten Veranderungen von Genexpressionen bzv^'. viralen Nukleinsauren, 
die Spezifitat des Nachvveises von krankhaft verandenen Zellen in Gebarmutter- 
halsabstrichen, z.B. Karzinomzellen und deren Vorstufen, erhoht wird und auf 
Grund der Aussagekraft kombinierter Markerfarbungen eine spczifischere und 
dariiber hinaus auch eine automatisierbare Detektion ermoglicht. 

10 

Detaillierte Beschreibung: 

Die Erfindung bezieht sich auf molekulare Marker, die bei Einzelnachweisen eine 
nicht ausreichende Spezifitat hinsichtlich der Erkennung von krankhaft veranderten 

15 Zellen oder Geweben erreichen, da sie zum Teil auch in nicht krankhaft verandertem 
biologischen Material in ahnlicher oder unterschiedlicher Menge vorhanden sind. 
Dies basiert auf der Tatsache, dass diese Marker Proteine sein konnen, die an phy- 
siologischen Regulationsprozessen auch in gesunden Zellen beteiUgt sind. Dariiber 
hinaus kann der Nachweis des molekularen Markers aufgrund unspezifischer Kreuz- 

20 reaktion des Antikorpers nicht eindeutig sein und auBert sich in der Anfarbung von 
Partikeln des biologischem Materials, die den molekularen Marker nicht beinhalten. 
Die Erfinder haben die Beobachtung gemacht, dass durch den gleichzeitigen Nach- 
weis von mindestens zwei Markem in einer Zelle, die mangelnde Spezifitat des Ein- 
zelmarkemachweises kompensiert werden kann, so dass eine hohere Spezifitat beim 

25 Nachweis von abnormalen Zellen bzw. Gewebeabschnitten gewahrleistet ist. Somit 
ist durch die Kombination mehrerer Marker in einer Zelle bei der Diagnostik von 
biologischen Proben die Aussagekraft groCer als bei der Verwendung von Einzel- 
markem. 

30 Die Markerkombinationen beinhalten die Visuahsiemng von Genexpressionen 
mindestens einer der nachfolgend aufgefuhrten Genklassen: Onkogene, Tumor- 
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suppressorgene, Apoptosegene, Proliferationsgene, Reparaturgene und Virusgene, 
bzw. die einer veranderten Genexpression aus mindestens einer der aufgefiihrten 
Genklassen in Kombination mit der Visualisierung viraler Nukleinsauren. Bevor- 
zugte Kombinationen enthalten folgende molekulare Marker: Her2/neu, pl6, p53, 
5 MN, mdm-2, bcl-2 und EGF-Rezeptor und DNA der HPV Subtypen 6, 11, 16, 18, 
30, 31, 33, 35, 45, 51, 52 . Besonders bevorzugt sind folgende Kombinationen: 
her2/neu mit pi 6 oder EGF-R mit pl6 oder p53 mit her2/neu oder her2/neu mit 
mdm-2 oder bcl-2 mit pi 6 oder bcl-2 mit her2/neu oder pl6 mit p53. 

10 ErfmdungsgemaG warden die Erkenntnisse der Anmelder fiir ein Verfahren zur frii- 
hen Diagnose krankheitsassoziierter Zellen bzvt^ Gewebeabschnitte genutzt, das die 
Detektion von Kombinationen der beschriebenen molekularen Marker mit dem Ziel 
einer automatisierten Detektion von Karzinomen und ihrer Vorstufen umfasst. Die 
automatisierte tmd spezifische Detektion von Tumorzellen kann durch folgendes 

15 Verfahren gewahrleistet werden: Zum einen mussen mindestens zwei Signale in 
einer Zelle vorhanden sein, zum anderen muss das Signal der beiden Marker jeweils 
liber einer individuell defmierten Intensitat bzw. einem individuell definierten 
Schwellwert liegen. Durch die Anwendung dieser beiden Kriterien kann man jene 
Zellen als gesund betrachten, welche z.B. einen Marker tiber der gesetzten Schwelle 

20 exprimieren oder eine Farbung beider Marker unterhalb der jeweilig defmierten 
Signalstarke aufweisen. 

Der Ausdruck "Molekularer Marker" umfasst molekulare Verandemngen von Zellen, 
insbesondere Verandemngen der Genexpression, die im Zusammenhang mit einer 

25 veranderten oder krankhaften Zellbeschaffenheit beobachtet worden sind. Verfahren 
zum Nachweis molekularer Marker umfassen jegliche Verfahren, die die Quantitat 
Oder Prasenz der Marker bestimmen, entweder auf Nukleinsaure- oder Proteinebene. 
Fiir den Nachweis auf Proteinebene bietet sich die Verw^endung von Antikorpem 
oder anderen spezifischen Bindungsproteinen (z.B. Anti-CuUinen) an, die einen 

30 anschlieBenden cytochemischen oder histochemischen Nachweis mit chromogener 
und/oder fluoreszenter Detektion erlauben. Fiir den Nachweis auf Nukleinsaureebene 



Le A 35 010 



-8- 

bieten sich Hybridisierungstechnologien an, die u.U. auch nach zusatzlichen Verstar- 
kungsschritten (z.B. immuncytochemischer Amplifikation von markierten Sonden 
nach Bindung an die Zielsequenzen) ebenfalls mit cytochemischen oder histoche- 
mischen Farbereaktionen nachgewiesen werden konnen. 

Der Ausdruck "gleichzeitiger Nachweis von mindestens zwei molekularen Markem" 
umfasst Verfahren, die die Expression von mindestens zv^ei Genen in einer 
Korperprobe, insbesondere auch in einer einzelnen Praparation der Korperprobe, 
bevorzugt in einer einzelnen Zelle, erkennbar machen, so dass die Genexpressionen 
in Zusammenhang miteinander betrachtet werden konnen. 

Der Ausdruck "Aussagekraft kombinierter Markerfarbungen" umfasst die Ver- 
knupfung von mindestens zwei Informationsinhalten, die auf Grund des Nachweises 
von mindestens zwei Markem in einer Korperprobe, bevorzugt in einer einzelnen 
Zelle, gewonnen wurden. Zusatzlich konnen durch Definition von Schwellwerten der 
Markerintensitaten gesunde Zellen spezifisch von krankhaften Zellen unterschieden 
werden. 

Der Ausdruck "krankhaft veranderte Zellen von Gebarmutterhalsabstrichen" umfasst 
Karzinome und ihre Vorstufen aus dem Utero-Vaginal-Trakt der Frau, welche durch 
eine gynSkologische Routineentnahme auf einen Objekttrager aufgebracht werden 
Oder im Durchfluss-FluoreszenzmeBgerat (FACS) vermessen werdea 

Der Ausdruck "automatisierbare Detektion" umfasst Verfahren, die die manuelle 
Arbeitskraft von menschlichem Personal ganz oder auch nur in Teilschritten ersetzt 
und insbesondere bei Schritten des Nachweisverfahrens oder bei der anschlieUenden 
Dokumentation oder Informations verarbeitung Verwendung fmden. Dies beinhaltet 
Schritte der Probenaufbereitung, Probenfarbung, Probenauslesung und Informations- 
verarbeitung. Die Detektion kann dabei sowohl uber Absorptions-, Reflexions- oder 
Fluoreszenzmessungen erfolgen. 
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Der Ausdruck „diagnostisches Expertensystem" umfasst eine Computersoftware, die 
die Bildinformationen in einen Diagnosevorschlag umwandelt. Dieses Experten- 
system kann die gesamte vorhandene Information oder Teile davon aufgrund von in 
der Software vorhandenen Parametem oder von extemen Informationen, auf die die 
Software zugreifen kann, zu einem Diagnosevorschlag konsolidieren. Sollten zur 
Absicherung des Diagnosevorschlags weitere Parameter erforderlich sein, kann die 
Software die Erhebung dieser Parameter vorschlagen oder durch Kopplung mit 
geeignten Analysegeraten im Sinne eines Reflex- Algonthmus selbsttatig anfordem. 

Der Ausdruck "Verstarkungssystem" umfasst biochemische Verfahren, die die 
Signalintensitaten erhohen, so dass ein fiir den spezifischen Nachweis eines moleku- 
laren Markers gunstigeres Signal/Rausch-Verhaltnis erzeugt wird. Dies wird 
ublicherweise durch Einsatz von zusatzlichen Antikorpem und'oder enzymatischer 
Nachweisreaktionen erreicht. 

Mit der vorliegenden Erfmdung ist es mOglich, krankhaft veranderte Zellen, z.B. 
Karzinome und ihre Vorstufen des Gebarmutterhalses spezifisch zu detektieren. Ein 
weiterer Gegenstand der Erfmdung ist ein Kit zur Durchfuhrung eines erfmdungs- 
gemaBen Verfahrens, das folgende Bestandteile enthalt: 

(a) Reagenzien zum Nachweis von mindestens zwei der molekularen Marker, 
namlich markierte und/oder unmarkierte Antikorper gegen Her2/neu, pi 6, 
p53, MN, mdin-2, bcl-2, EGF-Rezeptor und HPV LI, sowie markierte DNA- 
Sonden die Bereiche des viralen HPV-Genoms enthalten. 

(b) Ubliche Hilfsmittel, wie Puffer, Trager, Signalamplifikationssubstanzen, Far- 
bereagenzien, etc. 

(c) Automatisierte Verfahren der Probenaufbereitung, -farbung und Signaldetek- 
tion 
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(d) 



ProtokoUe und Reagenzien zur Anfarbung von Zelllinien als KontroUreaktion 



Fur die einzelnen Komponenten des Kits gelten die vorstehenden Ausfiihrungen. 
Einzelne oder mehrere Komponenten des Kits konnen auch in veranderter Form 
5 Verwendung finden. 

Mit der vorliegenden Erfmdung ist es moglich Karzinome und ihre Vorstufen in 
Gebarmutterhalsabstrichen manuell, aber auch in teil- oder vollautomatisierten Ver- 
fahren zu detektieren. Da die erfindungsgemaB erzielten Ergebnisse des gleichzei- 

10 tigen Nachweises von mindestens zwei molekularen Markem nicht einer subjektiven 
Bewertung unterliegen, sondem vielmehr einer objektiven, automatisierten Detektion 
von krankhaften Veranderungen in biologischen Materialien forderlich sind, konnen 
die morphologischen Befimde, beispielsweise die eines Pap-Tests, durch objektive 
Parameter, z.B. auch in Form von "Reflex-Testing", erganzt werden. Aufgrund der 

15 schnellen und automatisierten Handhabbarkeit der Verfahren sind sie fur groBe, 
kosten- und personalsparende Screening-Verfahren geeignet. 

Somit stent die vorliegende Erfmdung einen wichtigen Beitrag zur spezifischen 
Detektion von Tumorzellen und deren Vorlaufem bei der Friiherkennung des Gebar- 
20 mutterhalskrebses in der Diagnostik von Abstrichen dar. 
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Beispiele 

Nachfolgend werden beispielhaft Protokolle zur Durchfuhrung der beschriebenen 
Erfindung gegeben. In diesen Beispielen werden exakte Reaktionsbedingungen fiir 
5 die jeweiligen Antikorper bzv.'. DNA-Sonden angegeben, allerdings konnen 
verschiedene Parameter, wie z.B. Inkubations- und Waschtemperatur, Inkubations- 
und Waschzeiten sowie die Konzentration von Antikorpem und anderen Reagenzien, 
in Abhangigkeit von den jeweiligen Antikorpem bzw. DNA Sonden variiert werden. 
Ebenso konnen hier beschriebene Verstarkungssysteme weggelassen werden oder 
1 0 neu hinzugefugt werden. 

Versuchsbeschreibung zxim simultanen Nachweis von zwei molekularen Markem mit 

spezifischen Antikorpem auf Cervix-Abstrichen 

15 Durch Praparationstechniken wie Thin-Prep (Firma Cytyc) werden die Zellen, die in 
Preservcyt (Firma Cytyc) gelagert werden, auf Objekttrager (OT) aufgebracht. Mit 
kaltem Ethanol werden die Zellen 3 Minuten fixiert, danach wascht man die 
Objekttrager in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl 4 mM NasHPOA, 2 mM, KH2PO4). 
Nach Blockienmg unspezifischer Bindungsstellen mit 5 % fbtalem Kalbersemm in 

20 PBS-Puffer fur 30 min bei Raumtemperatur (RT) werden die OT fur 60 min in einer 
feuchten Kammer gleichzeitig mit zwei spezifischen, monoklonalen Antikorpem 
(her2/neu (Klon 3B5, 20 |ag/ml) und pl6 (Klon DCS 50.1, 10 jig/ml) von Oncogene 
Science/BAYER) bei RT inkubiert. Einer der Antikorper ist mit Fluorescein, der 
andere mit Biotin gekoppelt. Nach jedem der folgenden Inkubationsschritte werden 

25 die OT jeweils 3 mal 5 min mit PBS gewaschen. Zum Nachweis der einzelnen 
Antigen- Antikorper-Bindungen werden nacheinander zv^^ei unterschiedliche Farbe- 
systeme angwendet. Als erstes Farbesystem inkubiert man 30 min mit Streptavidin- 
Cy3 (Mobi Tec, 5 ^g/ml m PBS mit 5 % Kalberserum), danach mit anti- 
Streptavidin-Biotin (Vector; 2 ug/ml in PBS mit 5 % Kalbersemm) fiir weitere 30 

30 min, um eine Verstarkung des Signals zu erreichen. Zuletzt inkubiert man noch mal 
mit Streptavidin-Cy3. Das zweite Farbesystem besteht aus dem Alexa Fluor 488 
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Signal-Amplification Kit™ (Molecular Probes, Bestell-Nr. A-11053 ). Zuletzt 
werden die OT mit Mowiol™ (Hoechst) eingedeckelt. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von drei molekularen Markem mit 

spezifischen Antikorpem auf Cervix-Abstnchen 

Durch Praparationstechniken wie Thin-Prep (Firma Cytyc) oder C>to-Spin (Firma 
Shandon) werden die Zellen, die z.B. in Preservcyt (Firma Cytyc) gelagert werden, 
auf Objekttrager (OT) aufgebracht. Mit kaltem Ethanol werden die Zellen 3 Minuten 
fixiert, danach wascht man die Objekttrager in PBS (137 mM NaCL 3mM KCl, 4mM 
Na2HP04, 2 nxM, KH2PO4, pH 7,4). Nach Blockierung unspezifischer Bindungs- 
stellen mit 5 % fbtalem Kalberserum mit 4 mmoLl Levamisole (Firma Sigma) in 
PBS-Puffer fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) werden die OT fiir 60 min in einer 
feuchten Kammer gleichzeitig mit drei spezifischen, monoklonalen Antikorpem 
(her2/neu (Klon 3B5, 20 iig/ml), bcl.2 (Klon 100, 2 ^ig/ml) und pl6 (Klon DCS 50.1, 
10 i-Lg/ml) von Oncogene Science/BAYER) bei Raumtemperatur inkubiert. Der erste 
Antikorper 1st mit Fluorescein, der zweite mit Digoxigenin und der dritte mit Biotin 
gekoppelt. Nach jedem der folgenden Inkubationsschritte werden die OT jeweils 3 
mal 5 min mit PBS gewaschen. Zum Nachweis der einzelnen Antigen- Antikorper- 
Bindungen werden nacheinander drei unterschiedliche Farbesysteme angewendet. 
Als erstes Farbesystem inkubiert man 30 min mit Streptavidin-Cy3 (Mobi Tec, 5 
jag/ml in PBS mit 5 % Kalberserum mit 4 mmoI/1 Levamisole), danach mit 
biotinyliertem anti-Streptavidin Antikorper (Vector; 2 \ig/ml in PBS mit 5 % 
Kalberserum mit 4 mmol/1 Levamisole) fiir weitere 30 min, um eine Verstarkung des 
Signals zu erreichen. Zuletzt inkubiert man noch mal mit Strepavidin-Cy3. Das 
zweite Farbesystem besteht aus dem Alexa Fluor 488 Signal-Amplification Kit™ 
(Molecular Probes, Bestell-Nr. A- 11053). Fiir das dritte Farbesystem inkubiert man 
mit einem Konjugat aus anti-Digoxigenin Antikorper vom Schaf und AlkaHscher 
Phosphatase (DAKO, 1:150 verdunnt in PBS mit 5 % Kalberserum mit 4 mmoL/1 
Levamisole ) fiir 30 min. Die fluoreszente Auslesung wird mit dem ELF97 
Cytological Labeling Kit (Bestell-Nr. E 6602) von Molecular Probes nach Angaben 
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des Herstellers durchgefiihrt. Zuletzt werden die OT mit Mowiol'^'^ (Hoechst) 
eingedeckelt. 

Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachweis von zwei molekularen Markem auf 
Cer\ ix-Abstnchen mit einem spezifischen Antikorper und einer HPV DNA Sonde 

Bei der Kombination von einer immunocytochemischen Antikorperfarbung mit einer 
DNA in situ Hybridisierung wird die Probenpraparation, -fixierung und Blockierung 
sowie die Inkubation mit einem Primarantikorper wie im oben beschriebenen 
ProtokoU fiir Antikorperfarbung durchgefiihrt. Der primare Antikorper ist ein 
Fluorescein gekoppelter Antikorper gegen das Protein pl6 (Klon DCS 50.1) von 
Oncogene Science/BAYER und wird in einer Konzentration von 10 jag/ml 
eingesetzt. Zum Nachweis der Antigen- Antikorper-Bindung wird zunachst mit einem 
Sekundarantikorper, Kaninchen anti-FITC (MoBiTec) in einer Konzentration von 
15^g/ml, und anschlieCend mit einem Ziege anti -Kaninchen Antikorper gekoppelt an 
Alkalische Phosphatase von Dianova in einer Verdiinnung 1 : 100 in PBS, fiir 30 min. 
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Als Farbesystem wird 5 min bei Raumtem- 
peratur mit dem chromogenen alkalische Phosphatase Substrat Fuchsin von DAKO 
nach Angaben des Herstellers inkubiert. Zur Fixierung der Farbung wird 5 min. mit 
4 % Paraformaldehyd in PBS nachfixiert. Daran schlieBt sich die in situ Farbung an. 
Dazu werden die OT zunachst 2 mal in 2xSSC Puffer (0,3M NaCl, 30mM Na-citrat) 
gewaschen und anschliefiend fur 60 min bei 37°C mit 40^ig/ml RNase in 2xSSC ver- 
daut. Nach 2 zweiminutigen Waschschritten mit PBS wird fiir 10 min mit 2|ig/ml 
Proteinase K bei 37°C verdaut. Nach 3x2 min Waschen mit destilliertem Wasser, 
werden 20^1 gebrauchsfertige Digoxigenin markierte HPV 16 DNA-Sonde (Kreatech) 
in Hybridisierungspuffer (Kreatech) auf die OT gegeben, mit Deckglaschen 
abgedeckt, abgedichtet, fiir 8 mm auf zur Denaturierung erhitzt und 

anschlieCend iiber Nacht bei 37'^C inkubiert. Nach Abnahme der Hybridisierungs- 
losung wird emeut mit 3 % Kaninchen Serum in Boehringer Blocking Puffer (0,05g 
Blocker (Boehringer 1201107) in 5ml Blockpuffer (150 mM NaCl, 100 mM Tris- 
HCl, pH 7,5)) fiir 30 min blockiert. Fiir die chromogene Auslesung werden nachein- 
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ander mit DAKO Kaninchen anti-Digoxigenin Antikorper gekoppelt mit Peroxidase 
(1:150 verdurmt mit Blockpuffer), Dig-Tyramid (5,7 lug/ml) (hergestellt wie 
beschrieben in: Hopman et al., 1998, J Histochem Cytochem., 46(6), 771-777) in 
PBS/0,1M Imidazol pH 7,6/0,001 % H2O2 und wiederum mit Kaninchen anti- 
5 Digoxigenin Antikorper gekoppelt mit Peroxidase (DAKO, 1 :150 verdiinnt in TBST 
(50mM Tris/HCl, 0,3M NaCl, 1 % Tween 20, pH 7.6) mit 3 % Kaninchenserum) fiir 
jeweils 15 min bei RT inkubiert. Daz\vischen wird jeweils 3x5 min mit PEST 
gewaschen. Fiir die chromogene Farbreaktion wird mit DAB Substrat von DAKO 
nach Angaben des Herstellers fur 10 min gefarbt. Zuletzt werden die OT mit 
10 Mowiol^'^ eingedeckelt. 

# 

Versuchsbeschreibimg zur automatisierten Detektion abnormaler Zellen, die durch 
simultanen Nachweis von mindestens zwei molekularen Markem angefarbt v^axrden 

15 Cerv^ix-Abstriche, bei denen mindestens zwei molekulare Marker nach den oben 
beschriebenen Methoden mit Antikorpem nachgewiesen wurden, werden mittels 
eines Fluoreszenzmikroskops mit einem ansteuerbaren Kreuztisch fur bis zu 8 
Objekttrager (Olympus AX70 mit Multicontrol-Box 2000-3 und analySIS 
Treibersoftware „Modul Stage"""), einer modifizierten Version der analySIS 3.0 

20 Software der Firma Soft Imaging Systems GmbH (SIS), die als SIS-Paket „Grabbit 
Dual Pro" zusatzliche Module, insbesondere ein FFT- (=„Fast Fourier 
^ Transformation"), ein MIA- (="Multiple Image Alignment") und ein C-Modul 

enthalt, ausgewertet, Fiir die Bildaufiiahmen werden hochauflosende Schwarz-WeiC- 
(MV2 Slow Scan Kamera, 12 Bit von SIS) und Farbkameras (DXC-950P 3CCD 

25 Chip von Sony) verwendet. In Kombination sind diese Systeme fiir eine 16 Bit 
Grautonbildanalyse und zur Farbbildanalyse im RGB- und HSI-Farbraum bis 24 Bit 
Bildtiefe geeignet. 

Die Position von insgesamt bis zu acht Objekttragem wird nach Kalibrierung des 
30 ansteuerbaren Kreuztisches (analySIS „Modul Stage") durch Definition von acht 
aufeinanderfolgenden Tischwegen im Menu „Automation" (analySIS „Modul 
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Grains") relativ zum „logischen Nullpunkt" erfasst. Die Gesamtflache der biolo- 
gischen Proben, die sich auf Grund der automatisierten Thin-Prep (Cytyc) Methodik 
immer in einem definierten Bereich der Objekttrager befmden, wird flachendeckend 
in Einzelbereiche einer GrdBe von 57l,2^m x 457,96^m zerlegt, die dem 

5 Bildausschnitt eines Photos bei 20facher VergroBerung mit der mikroskopischen 
Einheit entsprechen. Jede biologische Probe wird durch einen Tischweg analysiert. 
Jeder Tischweg besteht aus 750 einzelnen Tischwegpositionen (30 Zeilen, 25 
Spalten), die das Mikroskop meanderfbnnig horizontal als Serie von Tischweg- 
positionen abfahrt, so dass jeder Bereich der biologischen Probe der jeweiUgen 

10 Objekttragerposition durch eine Tischwegposition „Stofi an StoB" und nicht 
uberlappend erfasst ist. Fiir jedes Praparat auf dem Arbeitstisch ist somit jeweils ein 
identischer Tischweg definiert. Die Addition der 8 Tischwege im Menu 
„Automation" ermoghcht die automatisierte Analyse aller auf dem Arbeitstisch 
positionierten Praparate. 

15 

Generell wird jede Tischwegposition nach Anregung mit den 3 verschiedenen 
Fluoreszenr'.vellenlangen jeweils 1 x mit der hochauflosenden SAV-Kamera und 
entsprechenden Fluoreszenzfarbfiltem photografiert. Die Fluoreszenzintensitaten der 
Einzelphotos werden daraufhin vermessen. Dies geschieht mittels der Registrierkarte 

20 „Messung" im Menu "Automation". Durch Ubereinanderlagerung von blauen, roten 
und grunen Einzelbildem werden Farbmischungen erzeugt, die mit den Fluoreszenz- 
intensitaten der Einzelbilder an identischen Tischwegpositionen korrelieren. Es 
erfolgt die "Phasenanalyse", das heifit die Bereiche bestimmter Farbmischungen 
werden vermessen und als Flache quantitativ wiedergegeben. Bestimmte Farb- 

25 mischungen sind dabei fur krankhaft veranderte Zeilen charakteristisch, so dass eine 
diagnostische Aussage getroffen werden kann. 

Im Einzelnen wird fur die Fluoreszenzmessungen mit mehreren molekularen 
Markem pro Tischwegposition ftir jeden Fluoreszenzfilterkanal ein Schwarz-Weiss- 
30 Photo gemacht. Den Einzelbildem einer Tischwegposition werden daraufhin Farben 
zugeordnet und die so entstehenden Falschfarbenbilder werden mittels des "FIP- 
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Moduls" ubereinandergelegt, so dass sich durch "Addition" der unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarben Farbmischungen in Abhangigkeit zu den Fluoreszenzintensitaten 
ergeben. Beispielsweise kommt es bei gleichzeitiger und gleichstarker Fluoreszenz- 
farbung im roten und griinen Farbkanal zur Bildung einer gelben Mischfarbe an der 
entsprechenden Bildposition. Je nach Starke der Fluoreszenzintensitaten konnen die 
Mischfarben auch ins Rot bzw. Griin tendieren. In ahnlicher Weise kommt es bei der 
Uberlagerung von blauen, grunen und roten Fluoreszenzen gleicher Intensitat zur 
Bildung einer weiBen Mischfarbe. Diese uberlagerten Bilder werden daraufhin 
mittels Schwellwertsetzung und anschlieBender "Phasenanalyse" vermessen, wobei 
dies direkt durch Farbschwellwertsetzung im RGB-Modus (Menii Bilder) erfolgt, 
Diese Schritte lassen sich manuell ausfuhren, konnen aber auch automatisiert durch- 
gefuhrt werden, indem Makros im MenQ „Extras" unter „Makros aufzeichnen" 
erstellt und anschlieBend im Menu "Automation" abgerufen werden. Letztendlich 
erhah man fiir bestimmte Farbmischungen eine quantitative Aussage in Form einer 
Flachenangabe (= Flache auf der biologischen Probe, die auf Grund der Anfarbung 
mit mindestens 2 molekularen Markem mit bestimmter Intensitat eine genau 
defmierte Mischfarbe aufweist). Mit der Registrierkarte "Protokoll" im Menu 
^Automation" konnen sowohl die analysierten Bilder als auch die Flachenangaben 
fiir die jeweiligen Tischwegpositionen automatisch abgespeichert werden. So erhalt 
man fiir jede Tischwegposition eine quantitative Aussage uber die in diesem Bereich 
gemessenen Fluoreszenzintensitaten bzw. Farbmischungen. Die Werte der Farb- 
mischungen der einzelnen Tischwegpositionen (= Ubereinanderlagerung von drei 
Einzelphotos) werden fur jeden Tischweg (= Einzelpraparat) in jeweils einer Excel- 
Datei wiedergegeben. Die Exceltabellen bestehen demzufolge aus 750 Zeilen fiir die 
750 einzelnen Tischwegpositionen pro Tischweg und aus 8 Spalten fiir die 8 unter- 
schiedlichen Farbmischungen, Da bestimmte Farbmischungen (z.B. gelbe Farb- 
mischungen bei der Darstellung von zwei Einzelmarkem in Rot und Griin) auf die 
gleichzeitig hohe Expression mehrerer krankheitsassoziierter Marker zunickzuftihren 
sind, werden diese Tischwegpositionen als "krankhaft" markiert (= „Flagging"), so 
dass die entsprechenden Fluoreszenzaufhahmen spater als Einzelbilder zur Kontrolle 
visuell begutachtet werden konnen. Die in einer Exceltabelle fiir die acht Farb- 
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mischungen angegebenen Flachen werden mittels eines Makros in Excel verrechnet, 
d.h. samlliche Werte einer Spalte (= eine bestimmte Farbmischung) werden auf- 
summiert, Somit erhalt man fiir ein biologisches Praparat (= Tischweg) einen 
Zahlenwert fur jede der acht Mischfarben. Uberschreitet die Summe von bestimmten 
5 Farbmischungen, die flir krankhaft veranderte Zellen charaktenstisch sind (wie z,B. 
die oben bereits erwahnte gelbe Farbmischung), einen kntischen Mindestwert, wird 
die durch den entsprechenden Tischweg analysierte biologische Probe bzw\ der 
jeweilige Cervix- Abstrich als krankhaft eingestuft, Somit gelangt man iiber die 
quantitative Analyse der verrechneten Einzelfluoreszenzintensitaten automatisch zu 
10 einer diagnostischen Aussage fur die biologische Probe. 
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Versuchsbeschreibung zum simultanen Nachw^eis von zwei molekularen Markcm mit 
speziflschen Antikorpem im Durchflusszytometer 



Abstrichzellen, die in Preservcyt (Cytyc) gelagert sind, werden zimachst durch ein 
Nylontuch mit 100 jim groCen Poren gepresst, um Zellklumpen zu vereinzeln. Nach 
Sedimentierung durch Zentrifiigation wird 1 x mit PBS gewaschen und anschlieBend 
mit einer der nachfolgenden Methoden permeabilisiert: a) OPF Methode 

20 (ORTHOPermeaFixTM b) F&P (FIX&PERM Cell Permeabilization Kit, Imtec) c) 
MWH (microwave heating). Alle Methoden sind entsprechend der Herstellerangaben 
bzw. nach Millard et al (Clin Chem 1998, 44, 2320-2330) durchzufuhren. Die 
Inkubation der permeabilisierten Zellen mit den beiden Maus-Antikorpem (her2/neu 
(Klon 335, 20 )iig/ml), und pi 6 (Klon DCS 50.1, 10 |ig/ml) von Oncogene 

25 Science/BAYER) erfolgt fiir 60 min. Der erste Antikorper ist mit Fluorescein, der 
andere mit Biotin gekoppelt. Nach jedem der folgenden Inkubationsschritte werden 
die Zellen sedimentiert und insgesamt 2 mal mit PBS gewaschen, Zum Nachweis 
der einzelnen Antigen-Antikorper-Bindungen werden nacheinander zwei 
unterschiedliche Farbesysteme angwendel. Fur das erste Farbesystem inkubiert man 

30 30 min mit Streptavidin-Cy3 (Mobi Tec, 5 \xglm\). Das zweite Farbesystem besteht 
aus dem Alexa Fluor 488 Signal-Amplification Kit™ (Molecular Probes, Bestell-Nr, 
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A-11053). AnschlieBend werden die Zellen in ISOTON II (Coulter) aufgenommen 
und in einem Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson) vermessen, 
welches mit Laser-Anregung fur die grune und rote Fluoreszenz ausgestattet ist. Die 
Fluoreszenzintensitaten konnen graphisch dargestellt werden. Die relative und 
absolute Anzahl der negativen, der einfach positiven bzw\ der doppelt positiven 
Zellen kann nach Definition von Schwellwerten der Signalintensitaten dargestellt 
werden. Ein diagnostisches Exp ertensy stem wandelt diese Information in einen 
Diagnosevorschlag um. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Detektion von Tumorzellen und deren Vorlaufem in Gebar- 
mutterhalsabstrichen durch simultane Detektion von mindestens zwei mole- 
kularen Markem in einer Zelle. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Marker aus 
mindestens einer der nachfolgend aufgefiihrten Gruppen ausgewahlt ist: 
Tumorsuppressorgene, Apoptosegene, Proliferationsgene, Reparaturgene und 
Virusgene. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 
einer der nachfolgenden Marker in der Kombination enthalten ist: Her2/neu, 
pi 6, p53, MN, mdm-2, bcl-2, EGF-Rezeptor, spezifische DNA der HPV 
Subtypen 6, 11, 16, 18,30,31,33,35,45,51,52. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Markerkombinationen her2/neu mit pl6 oder EGF-R mit pi 6 oder p53 
mit her2/neu oder her2/neu mit mdm-2 oder bcl-2 mit pi 6 oder bcl-2 mit 
her2/neu oder pi 6 mit p53 enthalten. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 3 
Marker nachgewiesen werden. 

6. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 5. 

7. Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Reagenzien Antikor- 
per oder Nukleinsauren sind. 
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8. Kit nach Anspruch 6 und 7, dadurch gekennzeichnet dass die Antikorper oder 
Nukleinsauresonden direkt oder indirekt durch fluoreszierende oder chromo- 
gene Farbsubstanzen ausgelesen werden, 

5 9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 , dadurch gekennzeichnet, dass 

es eine automatisierbare Detektion abnormaler Zellen ermoghcht, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens z\vei Marker detektiert werden und die 
Signalintensitaten kombiniert und verrechnet werden. 

10 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die automatische 
Informationsverarbeitung mit einem diagnostischen Expertensystem ver- 
bunden ist, das die Bildinformation zu einem Diagnosevorschlag konsolidiert 
und gegebenenfalls ein Reflex-Testing ermoglicht. 

15 11. Gesamter Prozess nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 

dass der Prozess aus vollautomatischer Probenaufbereitung, Probenfarbung 
Probenauslesung und Informationsverarbeitung oder Unterprozessen, die 
mindestens 2 der jeweiligen Unterprozesse beinhalten, besteht. 



20 
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Verfahre n zur spezifischen Detektion von Tumorzellen und ihren Vorstufen in 
Gebarm utterhalsabstrichen durch simultane Messung von mindestens z^ei 
verschiedenen molekularen Markern 

Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft ein automatisierbares Verfahren zur verbesserten 
Diagnose von Krebs und seinen Vorstufen in Gebarmutterhalsabstrichen durch die 
simultane Anfarbung und Detektion von mindestens zwei verschiedenen molekularen 
Markern, die krankheits-assoziiert eine veranderte Genexpression aufweisen, in einer 
Zelle durch die Verwendung von Antikorpem oder auch Nukleinsaure-Sonden. 



